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  尿路感染症で最も分離頻度が高い細菌は尿路病原性大腸菌(Uropathogenic Escherichia 
coli : UPEC)である。UPECの Type I線毛先端に存在する FimHは、尿路上皮細胞の膜タ
ンパク質のひとつであるウロプラキン Ia(Uroplakin Ia: UPIa)の N 型糖鎖に含まれるマンノ
ースに結合することで、UPECの尿路上皮への侵入において重要な役割を果たしている。 






SP-A と SP-D の機能の違いについても検討した。 
 
 研究方法   
１） 膀胱への UPEC 接着実験 
SP-A欠損マウスおよび野生型マウスに、経尿道的に J96を膀胱内投与した。投与
2時間後に洗浄した膀胱の破砕液を作製し、破砕液中の細菌数を比較した。また、SP-A




FimH の受容体結合部位(receptor binding domain: RBD)である FimH-RBD は








J96と SP-Aを共培養し、PBSで洗浄後、遠心により J96と共沈した SP-Aをウエ
スタンブロット法により検出した。また、J96を固相化したmicrititer wellに SP-A
を加え、固相化 J96に結合した SP-Aを抗 SP-A抗体を用いて検出した。 
５） EGFP発現 UPECの作成 
UPECである J96株に Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP)発現ベクタ
ーを electroporation法にて導入し、EGFP 発現 J96株を作成した。 
６） コレクチンによるUPECの凝集 
EGFP発現 J96と SP-Aもしくは SP-Dを 2時間共培養後に蛍光顕微鏡にて観察し
た。また、J96と SP-Aもしくは SP-Dを混和後、一定時間静置し、吸光度(660 nm)
を測定した。また、三次元構造が凝集に関わるかどうかを検討するため、糖鎖認識領
域が SP-D、N 末端およびコラーゲン用領域が SP-A であるキメラタンパク質(A/D キ
メラ)でも同様に実験した。 
７） コレクチンによるUPEC増殖抑制 




ない SP-Aを洗浄除去し、EGFP発現 J96を感染させた。細胞に接着していない J96
を洗浄後、5637 細胞をローダミン付加コンカナバリン A で染色し、J96 が接着した
5637 細胞を蛍光顕微鏡下にて観察した。また、EGFP 発現 J96 と SP-A をインキュ
ベーション後、菌体に結合していない SP-Aを洗浄除去し、得られた J96と SP-Aの
複合体を 5637細胞に感染させ、同様に J96が接着した 5637細胞を観察した。 
９） UPIaと FimH-RBDの結合に対する SP-Aの影響 
UPIa は UPII と共発現している場合にのみ細胞表面に発現する。このためヒト膀
胱上皮細胞株である RT4細胞から RT-PCR 法により UPIa および UPII の cDNAを
作成し、FLAGタグ付加UPIaおよびV5タグ付加UPIIをHuman embryonic kidney 
(HEK) 293T細胞に共発現させた。FLAGタグ付加 UPIa/V5タグ付加 UPII発現細胞





１） 膀胱への UPEC 接着 
SP-A 欠損マウスでは野生型マウスに比べ、膀胱に接着する細菌数が有意に多かっ
た。また、SP-A 欠損マウスに J96 と SP-A を混合して膀胱内投与すると、J96 を単
独で投与した群に比べ、膀胱に接着する細菌数が少ない傾向にあった。 




液相では SP-A は Ca2+存在下で J96 と共沈したが、EDTA 存在下では結合が抑制
された。また、α-methyl-D-mannoside (αMM)の存在下でも結合が抑制された。固相で
も同様に、SP-A は J96に Ca2+依存性に、および SP-A の濃度依存性に結合した。また、
αMM存在はでは結合が抑制された。これらのことから、SP-Aはレクチン活性により
Ca2+依存性に J96 と結合することが明らかとなった。 
４） SP-Aは UPEC を凝集しない 
SP-D は J96 を凝集するが、SP-A には凝集活性は認められなかった。A/D キメラは
SP-A と同様に凝集作用を認めなかったことから、花束様の三次元構造は J96 を凝集
するのに適さないことが示唆された。 
５） SP-A による UPECの増殖抑制 
SP-A はヒト尿中における J96 の増殖を有意に抑制した。一方、SP-D は抑制作用を
示さなかった。細胞膜透過性を亢進するポリミキシン B は、１時間以内に J96を殺菌
した。一方、SP-A 存在下で J96を培養しても 2時間程度は生菌数 (CFU) がほとんど
変化しなかった。このことから、SP-A による J96 の増殖抑制作用は殺菌的なもので
はなく静菌的なものであることが示唆された。 
６） SP-A による UPECの膀胱上皮細胞への接着抑制 
SP-A と J96 の複合体を 5637 細胞に感染させた場合、J96 単独で感染させた場合に
比べ、J96 が接着した 5637細胞の数が有意に減少した。また、SP-Aを 5637細胞に作
用させたのち J96 を感染させた場合、SP-A を作用させなかった場合に比べ、J96が接
着した 5637細胞の数が有意に減少した。以上より、PS-Aは J96および膀胱上皮細胞
のどちらにも作用し、J96の膀胱上皮への接着を抑制することが示唆された。 
７） FimH-RBD の UPIa への結合に対する SP-Aの影響 
SP-A および FimH-RBD は、いずれも UPIa に直接結合した。UPIa を固相したウェ
ルに SP-Aと FimH-RBDを同時に添加すると、FimH-RBD単独で添加した場合に比べ、


















一方、SP-A は J96 の細胞膜透過性亢進作用を示さなかった。増殖抑制作用のメカニズム
は正確には解明できていないが、凝集作用や殺菌的な作用によるものではないと考えられ
る。 
SP-A は、FimH-RBD の UPIa への結合を競合阻害することで、J96 の尿路上皮への接着
を抑制することが明らかとなった。一方、SP-Aは J96 との相互作用によっても尿路上皮へ
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に直接結合し、抗 Flag抗体でトラップした UPIa に対して、SP-A は FimH と競合
し、FimHのUPIaに対する結合を抑制した。 
 以上の結果は、SP-A が、UPEC に直接結合し、UPEC の増殖抑制作用と尿路上
皮への UPEC の接着抑制作用を有していることを示している。さらに、SP-A は、
尿路上皮に発現するUPIaに対するUPEC繊毛の FimHの結合を競合的に阻害する
ことにより、UPECに対する感染を防御していることが示された。 
 本研究は、尿路上皮に対する新たな感染防御機構を示すもので、コレクチンの新規機
能を明らかにした点で、博士論文に値するとの審査結果であった。 
 
